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Morphological and cytochemical observations of blood cells
of Caiman crocodilus yacare (Daudin, 1802)
(Reptilia, Crocodilia)
Weber Leal de MOURA; Eliana Reiko MATUSHIMA2; Luiz Waldernar OLIVEIRA'; Mizue Imoto EGAMI'
Foram utilizados 10 jacarés Caiman crocodilus yacare, colhendo-se 5 ml do sangue periférico de cada animal. A análise
morfológica foi realizada após coloração por Lcishman. Para estudo citoquímico, empregaram-se os métodos do PAS, do
Sudan black B, da o-toluidina e do azul de brornofenol. Foram identificados 7 tipos celulares: eritrócitos, trornbócitos,
hcterófilos, eosinófilos, basófilos, linfócitos e monócitos azurófilos. Os eritrócitos nucleados apresentam formato elíptico
com atividade mitótica e positividade citoplasmática para o azul de brornofenol. Os trombócitos são de formato elíptico,
com citoplasma abundante nos pólos, contendo grânulos de glicogênio e núcleo com sulcos profundos. Heterófilos,
grosseiramente esféricos, mostram núcleo esférico excêntrico e citoplasma repleto de grânulos corados em salmão, de
formato fusiforme, em baqueta, oval ou esférico. A citoquímica nestas células revelou a presença de glicogênio, grânulos
citoplasmáticos positivos para azul de bromofenol e parcialmente sudanófilos e positivos para mielopcroxidasc. Eosinófilos
mostram-se esféricos com núcleo lenticular excêntrico e citoplasma com grânulos esféricos ou ovais róseos positivos para
Sudan e mieloperoxidase, porém fracamente para o azul de bromofenol. Basófilos apresentam formato esférico, de tamanho
menor em relação aos demais granulócitos, núcleo esférico central e citoplasma com poucos grânulos fortemente basófilos.
Linfócitos mostram-se polimórficos com núcleo de formato irregular, citoplasma escasso com projeções e grânulos azurófilos.
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INTRODUÇÃO97
98 }\iualmente o jacaré-do-pantanal (Cairnan crocodilusyacare) tem despertado interesse econômico por parte
e pecuaristas, que passaram a criá-lo em cativeiro.
Como se trata de um animal silvestre, a criação em regime
de confinamento leva à necessidade do conhecimento da
fisiopatologia e, também, da hematologia deste animal.
Em 1917, Reese!" publicou artigo em que relatava suas
observações sobre as células do 'sangue de Alligator
mississipiensis, um membro da família à qual pertence
também Caiman crocodilus yacare. Suas investigações
restringiram-se à descrição dos aspectos morfológicos de
eritrócitos e leucócitos.
Dawson" deu importante contribuição ao estudo das
células eritrocíticas nucleadas de vertebrados, quando
demonstrou, com rica doeu mentação fotográfica, a capacidade
que possuíam tais células de realizar mitoses no próprio sangue
circulante.
Os sete tipos de elementos figurados conhecidos hoje,
no sangue de crocodilianos, foram descritos em Crocodilus
rhombifer": O autor relatou a presença de eritrócitos,
trombócitos, linfócitos típicos e atípicos, monócitos pequenos
e grandes, granulócitos, compreendendo as formas acidófilas
(eosinófilos e neutrofilóides) e basófilos. Nos granulócitos,
os grânulos acidófilos foram descritos como sendo esféricos
ou fusiformes, estes referidos como formas "cristalóides".
Núcleo único, não-segmentado, situado excentricamente foi
observado nas formas neutrofilóides e nos eosinófilos. Relatou
também não ter encontrado neutrófilos verdadeiros, típicos,
e referiu-se à fragilidade celular das formas neutrofilóides
nos preparados corados.
A distinção entre dois tipos de granulócitos acidófilos
foi a principal preocupação de Ryerson?", quando estudou
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sangue de tartaruga. Após análise ampla e minuciosa, chegou
à importante conclusão de que existem duas séries
citogenéticas distintas quanto aos granulócitos acidófilos que
foram por ele classificados em dois tipos: eosinófilos e
heterófilos.
Uma das maiores contribuições ao estudo das células
sangüíneas de crocodilianos, entretanto, foi proporcionada
por Mateo et al. 14. Esses autores realizaram detalhados
estudos morfológico e citoquímico, além de demonstrarem
in vitro a capacidade de certas células sangüíneas de
Alligator mississipiensis de fagocitarem bactérias quando
expostas, por exemplo, a uma amostra de Staphylococcus
aureus VIVOS.
Desse modo, decidimos realizar este trabalho com o
objetivo de esclarecer a morfologia e alguns aspectos da
citoquímica de Caiman crocodilus yacare.
MATERIAL E MÉTODO
Foram util izados dez exemplares, jovens, do jacaré da
espécie Caiman crocodilus yacare. De cada animal foram
colhidos 5 ml de sangue por punção do seio venoso cervical
na presença de EDTA, utilizados para a realização das
extensões sangüíneas, sendo estas submetidas a coloração
para análise morfológica por Leishman e a diversos métodos
citoquímicos: demonstração do glicogênio (PAS)IÓ, com
controle de especificidade por tratamento com amilase
salivar", demonstração da mieloperoxidase pelo método da
orto-toluidina-peróxido de hidrogênio 1 1 , identificação de lipídios




Os eritrócitos apresentaram forma elíptica. O
citoplasma é abundante, ocupando cerca de 80% da célula,
apresentando-se acidófilo, de tonalidade rósea ou alaranjada.
O núcleo, basófilo, de cromatina condensada, apresenta
predominantemente a forma elíptica e ocupa a posição central
da célula. Eritrócitos de maior tamanho com núcleos esféricos
vesiculosos e formas arredondadas também são
ocasionalmente encontrados. Além da forma elíptica típica
predominante, foram observados eritrócitos menores com
aspecto "em gota" e núcleo de cromatina condensada,
aspecto característico da fase final da citocinese.
Os trombócitos são predominantemente elípticos,
podendo também apresentar, às vezes, forma menos
alongada. O citoplasma hialino pode variar em volume, sendo
preferencialmente mais abundante nos pólos. Em outros casos
é escasso. Em certos trombócitos, nota-se nitidamente a
presença de alguns grânulos azurófilos no citoplasma. O
núcleo, em violeta, apresenta acentuada variação quanto ao
aspecto morfológico, sendo, porém, geralmente elíptico,
muitas vezes com chanfradura, indentação ou sulcos; a
localização comumente é central.
Os heterófilos apresentam tamanho grande e forma
de esférica a oval ou irregular. O citoplasma de maneira geral
é abundante, repleto de grânulos compactos, cuja acidofilia
varia na sua intensidade, dependendo do aspecto do grânulo,
corando-se na tonalidade rósea escura ou salmão. Quanto à
morfologia, os grânulos mostram aspectos extremamente
variados, tanto no que se refere à intensidade de cor, quanto
a sua forma, podendo ser esféricos, fusiformes intensamente
corados, ou ainda em forma de bastão, de baqueta ou oval.
Há nítida predominância dos fusiformes em relação aos
demais. O núcleo esférico, em geral vesiculoso, é de
localização excêntrica ou periférica (Fig. 1).
O eosinófilo em geral possui forma esférica. O
citoplasma é abundante e homogeneamente preenchido por
grânulos acidófilos, compactos, aproximadamente esféricos,
ovais ou alongados, corados em róseo, de tonalidade
relativamente homogênea. O núcleo, de cor violeta, é
geralmente esférico ou lenticular e está situado em posição
excêntrica, podendo se apresentar eventualmente bilobulado
(Fig.2).
Os basófilos possuem forma esférica e são de tamanho
menor quando comparados aos demais leucócitos
granulócitos. O citoplasma apresenta poucos grânulos, quando
comparado aos demais tipos de granulócitos, de forma
esférica, fortemente basófilos, de tamanho variável e, quando
dispostos sobre o núcleo, podem até impossibilitar a distinção
do seu contorno. Em algumas células, devido à escassez dos
grânulos, é possível a caracterização de um núcleo esférico
central corado em violeta.
Os linfócitos apresentam grande variação quanto ao
tamanho e à forma. É freqüente a presença de células de
aspecto irregular ou mesmo esféricas. O citoplasma é
escasso, basófilo, com grânulos azurófilos, exibindo
comumente projeções citoplasmáticas.
O monócito azurófilo apresenta formato esférico,
podendo às vezes mostrar contorno irregular. No citoplasma
intensamente basófilo, observam-se grânulos citoplasmáticos
fortemente basófilos e azurófilos. O núcleo basófilo,
grosseiramente esférico, em geral com contorno irregular,
ocupa posição excêntrica (Fig. 3).
Citoquímicos
O glicogênio foi observado sob a forma de pequenos
grânulos de cor magenta, principalmente na periferia, em
heterófilos. Nos trombócitos elípticos, forma predominante,
apresenta-se como uma massa compacta, volumosa,
localizada em um ou ambos os pólos da célula e corada
intensamente em magenta. Em outros trombócitos, este
polissacarídeo mostra-se na forma de pequenos grânulos de
cor magenta, localizados ao redor do núcleo (Fig. 4).
A mieloperoxidase é observada no citoplasma dos
heterófilos e dos eosinófilos. A reação positiva se manifesta
sob a forma de precipitados de cor marrom, como grânulos
esféricos compactos nos eosinófilos, e, principalmente, com
aspecto fusiforme ou puntiforme, nos heterófilos (Fig. 5).
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Figura 4
Fotomicrografia de extensão de sangue periférico, mostrando vários
trombócitos com massa compacta de glicogênio nos pólos ou sob a





Fotomicrografia de extensão de sangue mostrando um eosinófilo, à
direita, com grânulos compactos, contendo precipitado de cor marrom
e heterófilo com reação positiva para a mieloperoxidase somente em




Fotomicrografia de extensão de sangue periférico, mostrando, ao centro,
um leucócito granulócito do tipo heterófilo. Método de LElSHMAN.
Aumento de IA 50x.
•
Figura 6
Fotomicrografia de extensão de sangue periférico, mostrando heterófilo
contendo grânulos sudanófilos em disposição radiada. Método do




Fotomicrografia de extensão de sangue periférico, mostrando, ao centro,
um leucócito do tipo eosinófilo, ao lado de um trombócito, circundados
por hemácias. Método do LEISHMAN. Aumento de 1.450x.
Figura 3
Fotomicrografia de extensão de sangue periférico, mostrando, ao centro,
um leucócito do tipo monócito azurófilo, rodeado por eritrócitos. Método
deLEISHMAN. Aumento de lA50x.
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compactos homogêneos, de tonalidade cinza e preta, nos
eosinófilos. Nos heterófilos (Fig. 6), somente alguns grânulos,
principalmente os fusiformes, reagiram fortemente corando-
se em preto, distribuídos de forma característica,
freqüentemente radiada.
Em relação às proteínas em geral, foi observada reação
nitidamente positiva no citoplasma dos eritrócitos e nos
grânulos dos heterófilos. Os eosinófilos apresentaram reação
também positiva e homogênea nos grânulos, porém de fraca
intensidade. Nos heterófilos, os grânulos citoplasmáticos
mostraram-se puntiformes, intensamente corados ou
alongados, de coloração mais fraca.
DISCUSSÃO
Quanto ao estudo morfológico de eritrócitos em répteis
e à multiplicação no sangue circulante, é referido que os
eritrócitos do crocodilídeo Alligator mississipiensis,
denominados de células vermelhas!", apresentaram núcleo
central e freqüentemente figuras de mitose. Em sangue de
urodelos normais", observaram-se células semelhantes
àquelas anteriormente citadas, que também apresentavam
atividade mitótica, chamando-as de eritrócitos. Descrição
morfológica semelhante foi feita" para o réptil Crocodilus
rhombifer. Já os eritrócitos do réptil Testudo ibera' foram
divididos em dois grupos, sendo que somente um deles
apresentou mitoses freqüentemente. Em répteis IX do gênero
Crocodilus, foram descritos como sendo elípticos, com núcleo
esférico picnótico intensamente corado, citoplasma acidófilo,
e a eritropoiese e a maturação das células vermelhas podendo
ocorrer em vários órgãos e também na circulação periférica.
Para répteis" em geral, as formas matura, imatura e figuras
de mitose podem estar presentes. Em Sphenodon
p unct atus'', além das formas ditas normais, foram
encontradas algumas em processo de mitose. Na espécie
Alligator mississipiensis"; foram observados eritrócitos de
citoplasma homogêneo, núcleo geralmente central, alguns com
citoplasma apresentando policromasia e raras figuras de
mitose. Os eritrócitos da tartaruga terrestre I Gopherus
agassizli apresentam o mesmo padrão morfológico descrito
pelos autores citados anteriormente, tendo sido classificados,
entretanto, em maturos e imaturos. No trabalho ora realizado,
os resultados foram compatíveis com aqueles encontrados
na literatura supracitada, inclusive no que diz respeito à
presença de células em diversas fases do ciclo celular.
Um outro tipo celular, de formato elíptico e menor que
os eritrócitos, foi descrito no sangue da tartaruga terrestre
Testudo ibera", descritos como "corpos fusiformes de Jolly".
Foram encontradas" células semelhantes no sangue de um
lagarto, chamadas de trombócitos, sendo posteriormente
descritas em répteis" em geral como sendo ovais e pequenas,
de núcleo alongado, central e altamente cromofílico, com
citoplasma escasso, contendo grânulos azurófilos. Os mesmos
resultados morfológicos foram descritos para répteis!"!",
acrescentando que os trombócitos apresentaram atividade
coaguladora e fagocitaram bactérias. Em relação ao aspecto






os resultados são consonantes com a literatura':".
No que diz respeito aos glóbulos brancos, é referido
que, em sangue de Cro co dilus rhombifer+, foram
observados linfócitos, monócitos e células chamadas de
"elementos granulados", classificados em três subtipos:
"neutrofilóides", eosinófilos e basófilos.
Em relação à nomenclatura, os leucócitos granulócitos
de tartaruga-", antes denominados de "neu trofi lóides",
possuidores de grânulos fusiformes, passaram a ser chamados
de heterófilos. Essas células possuem núcleo localizado
perifericamente, em oposição ao granulócito de grânulos
arredondados, que corresponderiarn aos eosinófilos. Em
répteis IX, foi estabelecida a divisão dos granulócitos não-
basófilos em dois tipos, preferindo-se denominar de eosinófilo
tipo um aquele com grânulos fusiformes e, eosinófilo tipo
dois, com grânulos esféricos. Os granulócitos não-basófilos'"
de Agama stellio foram divididos em "células de grânulos
grandes fusiformes" e "células de grânulos grandes
esféricos". Saint-Girons" dividiu os granulócitos não-basófilos
em eosinófilos de grânulos cilíndricos e eosinófilos de grânulos
arredondados, enquanto Desser" os chamou de eosinófilos e
neutrófilos. Verma; Banerjee" afirmaram que os granulócitos
não-basófilos da tartaruga indiana podem ser eosinófilos de
grânulos fusiformes ou eosinófilos de grânulos esferóides.
Já Glassman et al. 10 utilizaram os termos heterófilo e
neutrófilo como sendo sinônimos, e descreveram essas
células no Alligator mississipiensis como possuindo núcleo
não-segmentado, contendo grânulos fagocíticos que
aumentavam de quantidade nos processos infecciosos; em
contraposição, o eosinófilo apresentava núcleo ovóide e seus
grânulos citoplasmáticos forma angular, corando-se em
amarelo-laranja. Mateo et al. 14 descreveram heterófilos de
Alligator mississipiensis como células arredondadas ou
ovais, núcleo lenticular, oval ou raramente bilobulado, ocupando
posição geralmente excêntrica; o citoplasma contém grande
quantidade de grânulos corados em salmão que podem
apresentar arranjo radial com configuração "em estrela"
próximo ao núcleo; em contraposição, os eosinófilos teriam
forma oval ou, ocasionalmente, arredondada; núcleo lenticular
ou oval localizado em um dos pólos da célula; os grânulos '
citoplasmáticos seriam de coloração róseo-brilhante. As
células descritas como heterófilos e eosinófilos por Mateo et
al." foram chamadas, respectivamente, de neutrófilo e
eosinófilo por Wood; Ebanks", heterófilo e eosinófilo por
Alleman et al. I para Gopherus agassizii e grandes
eosinófilos e pequenos eosinófilos por Cannon? para
Lepidochelys kempi. No presente trabalho preferimos as
denominações de heterófilo e eosinófilo para a caracterização
dos granulócitos acidófilos porque dos animais acima referidos
aquele que mais se aproxima filogenicamente de Caiman
crocodilus yacare é o Alligator mississipiensis, cujos
leucócitos heterófilo e eosinófilo mostraram 14 características
morfológicas e tintoriais que coincidiram amplamente com
os nossos achados.
Os basófilos foram descritos em Cro co dilus
rhombifer" como células cujo citoplasma é tão rico em
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observar o núcleoI.2.ó.,o.'2.'4,'7"x,21,24,25. Em relação aos
basófilos que observamos em C. crocodilus yacare, nossos
dados coincidiram com os da literatura acima no que se refere
à descrição morfológica e às propriedades tintoriais.
Em Alligator mississipiensis, foram descritas células
pequenas!", de citoplasma escasso, contendo pequenos
grânulos azurófilos e que poderiam corresponder aos linfócitos
humanos. Vários autores confirmaram tal
descriçãoó.7,9"o,'2.,x.22,24.Mateo et ai. 14concordaram com tais
autores acrescentando, porém, que essas células do Alligator
mississipiensis apresentaram formato geralmente esférico
ou oval, podendo ser irregular ou poligonal, com núcleo grande
violeta e projeções citoplasmáticast+Iv", tal como em
Caiman crocodilus yacare.
Um outro tipo de célula do sangue pesquisado" em
Alligator mississipiensis foi o dos leucócitos mononucleares.
Esses foram classificados em monócitos pequenos e
monócitos grandes" em Crocodilus rhombifer, Zylbersac"
relatou ter encontrado células "da série monocitiforme" no
sangue de Lacerta muralis . Pienaar", pesquisando Cordylus
vittifer, usou o termo monócito para se referir à célula
anteriormente descrita, tal como para Agama stelliol ,
acreditando tratar-se de uma célula fagocítica. Saint-Girons"
afirmou a existência de um subtipo de monócito que chamou
de granulócito azurófilo'v":". Alleman et ai. 1classificam os
monócitos de Gopherus agassizii em tipo Ie tipo Il,relatando
a presença de grânulos azurófilos pequenos no segundo. No
trabalho ora realizado, encontramos também dois subtipos
deste leucócito que preferimos denominar simplesmente de
monócito azurófilo, possivelmente equivalente ao monócito
tipo 2 referido por Alleman et ai. I.
No que diz respeito à citoquímica e consultando a
literatura específica, constatamos que foi detectada a
presença de glicogênio em células do sangue do réptil Cordilus
vittifer'" em eosinófilos tipo I e substância PAS positiva
resistente à arnilase? em eosinófilo de Agama stellio. Desser"
encontrou glicogênio em heterófilos, eosinófilos e basófilos
de Sphenodon punctatus. Caxton-Martins; Nganwuchu"
observaram a referida substância em todos os tipos de
granulócitos, bem como nos monócitos e linfócitos de Agama
agama. Mateo et al." detectaram depósitos de glicogênio
em heterófilos, eosinófilos, basófilos, linfócitos, monócitos e
trornbócitos de Alligator mississipiensis. Em sangue.' de
Gopherus agassizii, observou-se a presença de glicogênio
somente em trombócitos. Cannon? detectou glicogênio nos
"grandes eosinófilos" e nos linfócitos de Lepidochelys kempi.
Neste trabalho, foi observada a presença de glicogênio apenas
em trombócitos e heterófilos, o que vem confirmar os
resultados da maioria dos autores acima e particularmente
aqueles encontrados em Alligator mississipiensis, espécie
animal que mais se assemelha à do presente estudo.
A presença da mieloperoxidase foi detectada no sangue
em estudo nos grânulos de eosinófilos e em parte dos grânulos
dos heterófilos, concordando com vários autoresl,2,6,14. Foi
observada sudanofilia nos grânulos citoplasmáticos dos
eosinófilos e dos heterófilos, característica devida à
constituição fosfolipídica da membrana. Entretanto, nem todos
os grânulos do heterófilo desse animal mostraram-se reativos,
o que caracteriza diferenças existentes na constituição dos
componentes membranosos entre os próprios grânulos
citoplasmáticos neste tipo de célula. Resultado também
positivo foi obtido principalmente em granulócitos ou tipos de
leucócitos equivalentes por outros autores2,3,4,7,IX.
Considerando-se os tipos celulares que mostraram sudanofilia
e aqueles que foram positivos para a mieloperoxidase, é
surpreendente a superposição dos resultados. A coincidência
se estende também no que diz respeito ao padrão de
distribuição desses grânulos, em disposição "radiada" ou "em
estrela", observada no estudo morfológico, e que foram
sudanófilos, coincidindo também com aqueles que mostraram
reação positiva para mieloperoxidase, sugerindo serem
grânulos correspondentes. Esse padrão de disposição
característica dos grânulos dos heterófilos foi descrito
também" para Alligator mississipiensis.
Em nosso material foram identificadas proteínas nas
células em geral, porém mais intensamente em grânulos de
heterófilos e no citoplasma dos eritrócitos, indicando que,
principalmente os grânulos de heterófilos, são ricos em
proteínas enzimáticas e possivelmente também estruturais e
catiônicas". Resultados semelhantes foram obtidos? para
Agama stellio e Bothrops jararaca', nos granulócitos ou
em tipos equivalentes de leucócitos, conforme a espécie
animal.
CONCLUSÕES
1. Foram identificados 7 tipos celulares no sangue
periférico do crocodilídeo Caiman crocodilus yacare, a
saber: eritrócitos, trombócitos, heterófilos, eosinófilos,
basófilos, linfócitos e monócitos;
2. Os eritrócitos são nucleados, de formato elíptico; os
trombócitos possuem formato elíptico, núcleo com
chanfraduras e sulcos; os heterófilos apresentam núcleo
esférico, excêntrico e citoplasma abundante em grânulos
acidófilos com ampla variação em forma e tamanho; os
eosinófilos mostram núcleo esférico, excêntrico e
ocasionalmente bilobulado e citoplasma abundante em
grânulos acidófilos grosseiramente esféricos; os basófilos são
pequenos, esféricos, com núcleo central e citoplasma
contendo grânulos de basofilia intensa; os linfócitos
apresentam grande variação em tamanho e forma, sendo o
citoplasma basófilo, com nítidas projeções; os monócitos
azurófilos são esféricos, com núcleo excêntrico, de contorno
irregular e citoplasma intensamente basófilo com presença
de grânulos azurófilos;
3. Os trombócitos e os heterófilos contêm glicogênio
no citoplasma. Há presença da enzima mieloperoxidase e
reação positiva para Sudan nos grânulos de heterófilos e de
eosinófilos; reação nitidamente positiva para proteínas nos
grânulos de heterófilos e no citoplasma de eritrócitos.
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Samples of peripheral blood were collected from 10 healthy Caiman crocodilus yacare and stained with Leishman, for
morphological analysis, or submitted to the following cytochemical methods: PAS, Sudan black B, o-toluidine and mercury
bromophenol blue. Seven types of cells were identified: erythrocytes, thrombocytes, heterophils, eosinophils, basophils,
lymphocytes and azurofilic monocytes. Erythrocytes were elliptical and positive for bromophenol blue. Some mitotic figures
were noted. Spindle-shaped thrombocytes showed large nucleus with striking indentation. The cytoplasm was attenuated
at one or both poles into knob-like projections containing glycogen. Heterophils revealed round eccentric nuclei and
cytoplasm containing glycogen and many polymorphic granules. These granules showed partial positive reaction for
Sudan and activity for myeloperoxidase. Eosinophils showcd eccentrically located lenticular-shaped nuclei and numerous
round granules stained positive with myeloperoxidase and Sudan. Basophils revealed a round central nuclei and cytoplasm
with few basophilic round granules. Lymphocytes appeared as polygonal or irregular cells with thin cytoplasm fonning
bleb-likc protrusions. Azurophilic monocytes were round with eccentrically located nuclei and basophilic cytoplasm
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